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model  for  analysing  the  risk  of  transmission  of  variant  Creutzfeldt‐Jakob  disease  by  blood 
transfusion. Previously, our group has shown that the probability of BSE transmission (via blood 
transfusion)  correlates  with  the  PRNP  codon  141  genotypes  in  donor  sheep.  Since  the 
lymphoreticular  system  has  been  established  as  an  important  site  for  disease‐related  PrPSc 





































the major markers  for  infectivity,  the  aim  of  the  project  is  to measure  and  compare  PrPSc 
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Transmissible  spongiform  encephalopathies,  or  prion  diseases,  are  fatal  neurodegenerative 
disorders  that  affect  various mammalian  species  including  classical  scrapie  in  sheep,  bovine 
spongiform encephalopathy (BSE) in cattle, chronic wasting disease (CWD) in deer, sporadic and 
variant Creutzfeldt‐Jacob disease  (sCJD, vCJD)  in humans. TSE diseases   are characterised by 
long  incubation  times  (may  be up  to decades  in humans),  and  the development  of vacuolar 
lesions  in  the  central  nervous  system  (CNS),  neuronal  loss,  and  accumulation  of  protein 
aggregates occurring during disease progression  (1). Affected animals and humans generally 




Normal  cellular PrP  protein  (PrPC)  is  a  detergent  soluble  glycosylphosphatidylinositol  (GPI) 
protein  with  predominantly  alpha‐helical  conformation.  PrPC  is  mostly  found  on  the  cell 
membrane of neurons and at lower levels in others tissue types. The disease‐associated isoform 
PrPSc is insoluble in detergent and relatively resistant to protease digestion; therefore, proteinase 
K  treatment  is  commonly  applied  to  distinguish  PrPSc  from  PrPC  (2).  The  prion  hypothesis 
proposes  that PrPSc  seeds  the protein misfolding process,  thereby  converting  alpha‐helix‐rich 
PrPC into the amyloid form (β‐sheet‐rich) PrPSc (3). TSE diseases are associated with misfolded 

































been  found  to cross  the species barrier,  thereby contributing  to  interspecies  infection  through 




BSE  has  also  been  transmitted  experimentally  into  rodents,  small  ruminants,  non‐human 
primates and pigs (13, 14). Although there is no evidence of naturally occurring sheep BSE, sheep 


























type  at  these  positions  (21).    Classical  scrapie  studies  have  indicated  that  the  sheep  PRNP 
genotype,  in particular  at  codons  136  and  171,  can  influence  susceptibility  and other disease 
phenotypes such as survival times, clinical signs, vacuolation profiles and histology patterns in 
the brain (22). Besides that, PRNP homozygous at codon 141 (L141) has been associated with the 
shortest  disease  incubation  in  the  cases  of  sheep  TSEs  (BSE  and  scrapie)  compared  with 
homozygote F141 and heterozygote LF141 (22, 23). The polymorphisms in PRNP have been linked 
to  the  efficiency  of  PrPSc  seeding  PrPC  conversion  to  the misfolded  form  and/or  influencing 
susceptibility or resistance to TSEs in  in vitro conversion studies (24, 25). The most susceptible 
genotype  in  the  case  of  classical  scrapie  is  homozygote  V136R154Q171,  while  A136R154R171  and 
A136H154Q171  are  genotypes  linked  to  resistance  to  classical  scrapie  (22,  26).  In  addition  to 
susceptibility, the incubation times have been studied intensively in sheep models. Sheep with 
homozygote  A136R154Q171  have  been  shown  to  have  the  shortest  incubation  periods  when 
experimentally infected with BSE (13). Hence, sheep with this genotype have been employed for 
studying BSE transmission in a large animal model (27). The effect of genotype in TSEs have been 









lymphoid  tissues  (GALT),  spleen,  skin, mammary  glands,  gastrointestinal  tract  and  palatine 




infected mice  showed  that PrPSc deposition was  found  in  the Peyer’s patches and mesenteric 
lymph nodes during the early stage of infection before progressing into the spleen and non‐GALT 
tissues via  the blood  (37). Tissues  from BSE‐infected mice  showed PrPSc disseminated  in  the 
GALT, spinal cord, enteric nervous system  (ENS) and brain  (38, 39). Experimental sheep‐BSE 
showed  a  similar  widespread  distribution  of  PrPSc,  with  accumulation  being  found  in  the 
lymphoid system, digestive tract, some components of the peripheral nervous system (PNS) and 
in the CNS (34). The PrPSc deposition in sheep was greatly different from classical BSE in cattle, 










(peripheral  pathogenesis) during  the  oral  route  of  infection  before  reaching  the CNS.  In  the 
Peyer’s patches, microfold cells (M cells) and enterocytes are responsible for PrPSc transportation 
















blood via B  cells, T  cells, monocytes and blood  components. An event  termed neuroinvasion 
occurs when PrPSc transmits to the PNS and reaches the CNS. 
 




β receptor was blocked by using a  lymphotoxin β receptor‐immunoglobulin  (LTβR‐Ig)  fusion 
protein  (48).  In  the  study,  intraperitoneal  injection  of  LTβR‐Ig  three  days  before  the  oral 
inoculation of scrapie  resulted  in no accumulation of PrPSc  in  the spleen, Peyer’s patches and 





deer  medulla,  palatine  tonsil  and  retropharyngeal  lymph  nodes  were  found  to  have  PrPSc 
deposition  after  receiving  B  cells  from CWD‐infected  deer  (47)  showing  they  are  capable  of 







The  long  incubation periods  in TSE diseases may be partially  related  to  the  efficiency of  the 
peripheral  route  of  infection  and  PrPSc  replication.  Early  accumulation  of  PrPSc  is  found  in 
draining  lymph nodes of  sheep orally  infected with BSE, which  suggests  that  these  sites  are 
crucial for PrPSc replication (38). The lymphoreticular system (LRS) would then play an important 




observed migrating  through  lymph  nodes,  representing  a  lymphatic/vascular  dissemination 






via  lymphoid  tissues  and  eventually  leading  to  accumulation  in  the  CNS  (28,  29,  33,  42).  
Neuroinvasion has been demonstrated by tracking PrPSc channelling from the LRS to the CNS 
either via nerve fibres of the sympathetic nervous system or the parasympathetic nervous system 




















through  the  intravenous  route of  transmission  in  ruminants  (62, 63). Experiments with blood 
components  have  established  that  a minimum  of  105 WBC  can  transmit  scrapie  (64). More 
specifically TSE infectivity has been found to correlate with B cells (47, 49), T cells (65), peripheral 
blood  monocytes  (PBMC)  (66),  platelets  (58,  67),  coagulation  factors  (68)  and  plasma  (62). 
Evidence of PrPSc has been  found within CD21 positive B cells, T cells and monocytes  in  the 
peripheral  blood mononuclear  cell  (PBMC)  and  platelet  in  both  classical  scrapie  and CWD‐




















Variant  Creutzfeldt‐Jacob  disease  (vCJD)  first  appeared  after  the  BSE  epidemic  and  later 
confirmed  to  be  originated  from  the  BSE  agent  (18).  To  date,  231  cases  of  vCJD  have  been 
diagnosed worldwide, and the UK has had a high infection rate of 178 cases during the peak of 
the BSE epidemic (74). Most vCJD cases were caused by primary infection through consumption 





or  by  transmission  of  blood  components  (77).  So  far,  67  recipients  are  known  to  have  been 
transfused with  vCJD‐contaminated  blood  products  (75). None  of  the  34  deceased  patients 
carried out autopsy examination for TSEs, which indicated unknown status for vCJD (75). Three 
recipients who were  transfused with vCJD‐contaminated  blood  components were diagnosed 
with vCJD, with another recipient confirmed as having PrPSc deposition in the spleen after post‐
mortem diagnosis. As of writing, the remaining 14 recipients are still alive without any clinical 
symptoms  (74, 75). The  level of PrPSc might change during  the  incubation of  the disease  (78), 















This  is  further supported by  the  later  finding of similar setting for blood components such as 
whole  blood,  buffy  coat,  red  cell  concentrates,  plasma,  platelet  and  their  leuco‐depleted 
derivatives (62). Experimental transfusion of scrapie‐infected blood components between sheep 
(72) has shown that white blood cells (WBC) and whole blood are highly infectious, as was the 




infected white  tail  deer  showed  that whole  blood  and  buffy  coat  are  extremely  infectious, 
followed by platelet  components  (47). However, when  an  animal  is  transfused with  cell‐free 










The main  obstacles  in  the  prion  field  are  the  issues  of  biopsy  samples  (which  are  normally 










































































the misfolded  β‐sheet  rich  (amyloid)  form of PrPSc. The  aggregation of  seed will  elongate  in 
aggregated  fibril  form called amyloid. Amyloid seeding  is  the process where more and more 
substrate  is  converted  into amyloid  seeds during  shaking and  resting  interval  in  the  reaction 
buffer. Thioflavin T (ThT) dye that binds to the amyloid structure will undergo 450nm excitation 




fluorescence  signals  are  emitted  by  ThT  and  these  are measured  in  real  time  using  a  high‐
throughput fluorescence plate reader (121). The elongation of PrPSc aggregation (fibril form) or 




rPrP substrate was  first used  to study  the principle of  the protein misfolding process  for TSE 
diseases such as 263K, classical scrapie and sCJD (123). Subsequently, it was assessed whether 
using rPrP such as ham‐sheep chimeric, truncated hamster, human, mouse or bank vole would 
improve  the RT‐QuIC sensitivity of various TSE strains  (124, 125). Besides  that, RT‐QuIC has 







plasma  for  the  RT‐QuIC  –  this  process  can  reduce  the  interference  of  inhibitors  during  the 
amyloid seeding process of PrPSc (129). CWD and hamster‐adapted TME (PrPSc) in the blood have 
proven to be detectable when the sodium phosphotungstic acid (NaPTA) precipitation step was 
applied  before  RT‐QuIC  (130).  Enhanced  QuIC  (eQuIC)  is  another  method  that  employs 
immunoaffinity  beads  coupled  with  the  15B3  (anti‐PrPSc)  antibody.  This  method  has 




blood  samples  spiked with vCJD brain  (129). Another advantage of RT‐QuIC  is  that  the  end 
product (PrPSc) are non‐infectious, thereby creating a relatively safe diagnostic platform for large‐
scale screening (128). Recently, improvements of RT‐QuIC by increasing the temperature and/or 












of  lag phase resembling  that of  the RT‐PCR  reaction  (133). Nucleation  is used  to describe  the 
process that assembles protein monomers (rPrP) to form the precursor structure (134). Thus, PrPSc 
has been proposed to constitute stable fibrils at the initial stage through to the nucleation time 
(lag  phase),  likewise  known  as  the  time  to  reach  threshold  (Ct)  (135).  Bioassays  have  the 







141  (23),  but  the  underlying mechanism  that  contributes  to  the  differences  in  incubation  is 
inconclusive. Since no major differences in PrPSc deposition were found in the terminal medulla, 
the  PrPSc  levels  in  the  peripheral  tissues,  especially  lymphoid  tissues  and  blood  should  be 
investigated. Figure 3 shows  the histopathology data  (unpublished)  indicating  that  the donor 
sheep with homozygote L141 genotype (transmitters) had transmitted BSE to the recipients – all of 
their lymphoid tissues were positive for PrPSc deposition. On the other hand, BSE‐positive donors 








































































compared  to  homozygotes  L141  or  F141  (unpublished  data).  Immunohistochemistry  results 
suggested that there was a variation in the level of staining in lymphoid tissues. Since PrPSc has 
always been used as the marker for TSE disease, studies to quantify PrPSc in lymphoid tissues are 
therefore  required  to understand  if  the  single polymorphism  (codon  141)  can  influence PrPSc 
levels (deposition) in lymphoid tissues. A pilot study was conducted to determine whether the 




























and  lymphoid  tissues.  Quantitative  ELISA  was  also  validated  for  precision  and 
reproducibility by calculating intra‐ and inter‐assay coefficient of variation (CV, %). RT‐QuIC 




PrPSc  levels. The  rPrP equivalent of PrPSc was calculated with  their  total protein  to get  the 









































welfare  reasonsf. During  the post mortem, samples of brain,  tonsil, spleen, distal  ileal Peyer’s 
patch, mesenteric lymph node (MLN) and prescapular lymph node (PSLN) were collected, and 
fixed  in neutral buffered  formalin or  frozen at  ‐80oC. Western blot  (described as  follows) and 
immunohistochemistry were carried out using any two types of monoclonal anti‐ PrP antibodies 







for  30  minutes,  followed  by  one  hour  thawing  at  room  temperature  (in MSC  II  cabinet). 
                                                          








until dissection  steps. From  the brain,  the medulla oblongata  located  caudal  to  the pons was 
dissected and weighed in order to prepare homogenates in PBS using tissue homogenizer (Omni, 
TH220). A volume of PBS equal to ten times the tissue weight was added prior to homogenisation 










through  21  gauge  and  then  25  gauge  (G)  needles  to  remove  large  aggregates.  At  least 
quadruplicate homogenates aliquots were prepared from each tissue and stored in a ‐80⁰C freezer 
unless  an  experiment was planned within  72 hours. Homogenates were vortex‐mixed before 
aliquoting (0.5ml) to maintain a homogeneous condition throughout the experiments. The RT‐










were  used  to measure  PK‐resistant  PrPSc.  The Omni  electronic  homogeniser  (Camlab) with 








500μl  of proteinase K  solution  (1:  250 dilutions  of TeSeE  kit’s proteinase K with denaturing 









before  proceeding  to  detection  steps  or  storage  for  a maximum  of  72  hours  at  ‐20⁰C. When 
defrosting the purified sample from the freezer the sample was thawed to room temperature and 
vortexed for 1 minute before use. Before starting the detection protocol, all reagents in the TeSeE 







(pH 5.8) as  the blank, and  test samples were  loaded  in duplicate  to R1 strips  (inserted  into a 
microplate rack). The double loading process was performed on spleen and PSLN samplei. R1 
strips were covered with adhesive  film before  incubating at 37⁰C  for 75 minutes  in a shaking 



















to  each  sample  well.  The  plate  was  dried  as  per  the  step  above,  and  100μl  of  the  colour 















The  standard  curve  for  rPrP  standards was  plotted  and  the  curve was  fitted  using  a  four 
parameter logistic (4PL) regression model with the formula below:  
 
Where Top = Highest OD, Bottom = Lowest OD,  IP =  Inflection point where  the slope change 
course when approaching a horizontal asymptote (top) 
 






instruction  (OD  for negative  control  +  0.14). Quality  control  of  reproducibility  and precision 
between plates and samples were accessed by calculating inter‐assay CV (%) and intra‐assay CV 
(%) respectively. The reproducibility (inter‐assay CV, %) was the average of CV (%) from control 





















































(EDTA,  Fisher  Scientific,  BP2482‐1).  The  pellet  was  vortexed  briefly  before  repeating  the 
centrifugation  step  as  above  to  remove  supernatant,  which  contained  magnesium  chloride 
precipitation. If the samples contained excess white precipitate, 400μl of 250mM EDTA was used 







dodecyl  sulphate  (LDS)  sample  loading  buffer  (Invitrogen™, NP0007),  and  3  μl NuPAGETM 
23 
 
sample  reducing  agent  (Invitrogen™,  NP0009)  to  maintain  a  reduced  condition  during 
electrophoresis.  Samples  were  run  on  NuPAGE™  10%  Bis‐Tris  protein  gels  (Invitrogen™, 
NP0315Box) at 160V constant for one hour in reducing conditions by adding 500μl antioxidant to 
MES SDS running buffer. A combination of protein molecular markers were run  in each SDS‐































overnight.  Expression  of  rPrP  was  performed  by  adding  10ml  of  the  overnight  express 
autoinduction  system  (EMD  Biosciences)  to  400ml  of  Terrific  Broth  containing  400μl  of 
chloramphenicol  (34mg/ml)  and  400μl kanamycin  (50mg/ml)  and  then  culturing  at  37ᵒC  in  a 
shaking  incubator. Absorbance  (OD  at  600nm) was  observed  between  3  to  6  hours  to  reach 
OD600nm  between  0.6  and  0.8.  Bacteria  cells  were  induced  with  400μl  of  Isopropyl  β‐D‐1‐





























































UV  absorbance  of  recombinant  PrP  protein  was  measured  using  a  NanoDrop1000 
spectrophotometer.  Sodium  phosphate  buffer  (10mM,  pH6.5) was  used  as  the  blank  before 
26 
 























































European  Commission  (EC)‐approved  rapid  tests  for  the  detection  of  PrPSc  in  post‐mortem 
ruminant brain and lymphoid tissues according to Commission Regulation (EC) No 253/2006 and 









out  to  determine  the  rPrP  (ng/ml)  detectable  range  in  the  ELISA  kit.  In  this  case,  rPrP 
concentrations between 10ng/ml and 2000 ng/ml were tested (data not shown). The rPrP standard 
curve was plotted using a four‐parameter logistic (4PL) curve fitting (sigmoidal curve) and the 












































































































































intra‐assay  CV  for  other  experiments  was  between  2.75%  and  8.58%  (Appendix  2).  The 























Sample Result 1Result 2 Mean SD  CV (%)
1 2.53 2.74 2.63 0.15 5.72
2 2.35 2.52 2.43 0.13 5.20
3 2.65 2.62 2.63 0.02 0.75
4 1.83 2.00 1.91 0.12 6.33
5 2.29 2.27 2.28 0.01 0.50
6 3.44 3.41 3.43 0.02 0.70
7 2.40 2.40 2.40 0.00 0.03
Intra‐assay CV (average CV, %)(N = 7) 2.75
Experiment Control high (OD) Control intermediate (OD) Control low (OD)
Result 1 Result 2 mean Result 1 Result 2 mean Result 1 Result 2 mean
A 3.04 2.84 2.94 1.86 1.93 1.89 0.19 0.22 0.21
B 3.27 3.18 3.22 2.26 2.31 2.28 0.21 0.20 0.21
C 2.56 2.57 2.57 2.08 1.45 1.77 0.28 0.18 0.23
D 3.06 3.06 3.06 2.13 2.08 2.11 0.36 0.32 0.34
E 2.67 2.74 2.71 1.98 1.92 1.95 0.33 0.23 0.28
Mean of means 2.90 2.00 0.25
SD of means 0.26 0.20 0.06











assessed by  the number of  tissues  showing positive  staining by  IHC) were  influenced by  the 































(numbers of sheep 
within linear 
range, N) 




(mean ± SD) 
Paired T-test  
(p value) 
Brain (10%) A 
LL141 (4/5) 22.9 ± 8.8 0.28 (LL/FF) 
FF141 (4/6) 36.8 ± 20.3 0.37 (FF/LF) 
LF141 (3/5) 24.9 ± 11.6 0.82 (LL/LF) 
Brain (10) B 
LL141 (5/5) 85.2 ± 32.8 0.94 (LL/FF) 
FF141 (6/6) 83.4 ± 50.5 0.74 (FF/LF) 
LF141 (5/5) 74.9 ± 29.6 0.62 (LL/LF) 
Brain (5) B 
LL141 (4/5) 65.6 ± 10.2 0.34 (LL/FF) 
FF141 (4/6) 107.7 ± 74.9 0.76 (FF/LF) 
LF141 (4/5) 93.8 ± 43.4 0.29 (LL/LF) 
Brain (5) C 
LL141 (4/5) 41.7 ± 11.8 0.49 (LL/FF) 
FF141 (6/6) 52.3 ± 32.6 n.a 
LF141 (2/5) 61.1, 23.1 n.a 
Spleen (20 x 2) D 
LL141 (4/6) 3.0 ± 0.3 n.a 
FF141 (2/5) 3.8, 3.3 n.a 
LF141 (0/5) < 2.4 n.a 
PSLN (20 x 2) D 
LL141 (5/6) 11.5 ± 5.3 0.30 (LL/FF) 
FF141 (5/5) 8.4 ± 2.7 n.a 
LF141 (0/5) < 2.4 n.a 
PSLN (20) E 
LL141 (6/6) 12.7 ± 7.2 0.12 (LL/FF) 
FF141 (4/5) 6.7 ± 2.9 n.a 
LF141 (0/5) < 2.4 n.a 

























have  at  least  three  valid  results.  No  genotype  comparisons  showed  statistically  significant 




preliminary observations  showed  that  relative PrPSc  levels  (ng/mg)  obtained  from peripheral 
tissues such as PSLN and spleen were consistently under the TeSeE sheep/goat kit cut‐off value 
for  the  heterozygote  LF141  animals.  Future work  could  involve  testing  all  lymphoid  tissues, 
including mesenteric LN, tonsil and distal ileal Peyer’s patches. Because both spleen and PSLN 
from heterozygote LF141 animals displayed relative PrPSc levels under 2.4ng/mg, a more sensitive 






















at  a  concentration  of  0.5μg/ml.  Lanes  1  and  2  in  Figure  7a  are  10%  (w/v)  uninfected  brain 
homogenate; lane 3 was 10% BSE‐infected brain; lanes 4 to 8 were ten‐fold dilution series of BSE‐







































was  considered  as  a  positive  amyloid  seeding  reaction  (refer  to  RT‐QuIC  data  analysis). 
Otherwise, any amplification of amyloid seeding after 48 hours or not reaching maximum signal 
was considered as a spontaneous reaction and/or a negative result (the cut‐off time may differ 




























































263K  to  form  amyloid  seed  in RT‐QuIC  (increasing  of  ThT  fluorescence  signal)  in  a  shorter 
duration time of 3 hours at 50ᵒC (Figure 10b) and 4 hours at 42⁰C (Figure 10a). In parallel, 79A 
showed amplification at approximately 5 hours  for both  temperatures. The observations also 
demonstrated  that  the substrate was amplified  to  the amyloid  form more consistently at 50⁰C 
compared  to  42ᵒC  in  the  case  of  ovine  BSE.  This was  shown  by  some  of  the  unstable  and 
inconsistent  seeding  reaction after 24 hours  for  some dilutions  (Figure 10a, 10‐6) at  the  lower 
temperature (42ᵒC). At the same time, when the RT‐QuIC reaction was tested at 50⁰C, none of the 
negative control reached the maximum ThT fluorescence signal (within 48 hours). Overall, the 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































that when  the amyloid seeding  forms below  the detectable  level,  there was no distinct signal 
unless amyloid seeding started  to  form aggregates  (prion hypothesis) over  the  target baseline 
(background) and  threshold  level, which  is similar  to  the  lag phase observed  in RT‐PCR. The 




















Amyloid  formation  rate was  determined  by  using  the  time  (hours)  at which  average  of  the 














































Ovine BSE medulla dilution series 





used  for PrPSc detection  in small ruminants. According  to  the manufacturerʹs  instructions,  the 
TeSeETM sheep/goat kit uses proteinase K treatment prior to immunoassay detection by two types 














to  enable  accurate measurement of PrPSc by quantitative ELISA. The  findings of  a  follow‐up 
experiment (Appendix 4) showed  that overloading of 20% (w/v) spleen homogenates  into  the 
same microplate well seemed to increase OD signals for all three genotypes by at least two fold. 
The increase in OD signal associated with the double loading of spleen showed that there was no 
obvious  inhibitory  effect  unless  otherwise  stated  when  using  the  TeSeE  sheep/goat  kit.  In 
addition,  batches  of  microplate  from  the  TeSeE  sheep/goat  kit  tend  to  degrade  over  time 
following opening of the package because of the increase in humidity during storage (shelf life is 
specified as only 30 days). As a result, the sensitivity and specificity of the coated microplate can 










(referred  to  as  PrPSc  level)  or  rPrP‐to‐TP  (ng/mg)  were  not  significantly  different  between 
homozygotes and heterozygote in the cases of 5% and 10% (w/v) brain samples. This finding is 
in line with a previous publication that used densitometric analysis of WBs of brain homogenates 






inducing PrPSc  aggregate  formation within a  controlled,  cell‐free  environment  (104, 105). The 


















































Generally,  a  low  level of PrPSc  requires  a  longer  incubation  time  for  replication  (also  termed 
conversion) before  reaching  the  threshold  (similar  to  the RT‐QuIC mechanism)  and  this will 
ultimately delay  the progress of  the disease as  it begins  to  reach  the CNS  (referred  to as  the 
neuroinvasion  event).  The  naturally  occurring  PrP  genotypes  show  differences  in  their 
conversion  rates  (25). Although  results  from  the  in  vitro  conversion  assays  showed  that  the 









along with PrPSc deposition  in sheep with  the  susceptible genotype  (homozygote V136R154Q171) 
only while no PrPSc deposition was found in homozygote A136R154R171 or heterozygote V136R154Q171/ 
A136R154R171 animals (30). Oral challenge of sheep with bovine BSE illustrated the involvement of 



























(23).  Therefore, we  proposed  that  PrPSc  replication  in  lymphoid  tissues might  have  a major 
influence on the incubation time of BSE infection in sheep. The hypothesis was also based on our 
previous histopathology findings that demonstrated that heterozygote animals have  less PrPSc 
deposition  in  the  lymphoid  tissues  (spleen,  PSLN,  MLN,  tonsil  and  DiPP)  compared  to 








will  be  addressed  in  due  course. Additionally,  infectivity  of  prion  disease  does  not  always 
correlate with  PrPSc  level which  does  indicates  the  involvement  of  other  factors.  Therefore, 





of  ovine BSE.  In  this  study, PrPSc  levels were  observed  to  be  <  2.4ng/mg  (cut‐off)  for PRNP 




quantitative ELISA was not  a highly  sensitive method  for  comparing  relative PrPSc  levels  in 
lymphoid  tissues,  other  assays  such  as  quantitative WB  and RT‐QuIC  can  be  an  alternative 
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rPrP-to-TP (PrPSc level, ng/mg) 









N258 LL141 24.5 70.7 64.0 50.3 
N261 LL141 22.6 76.4 79.4 53.0 
N233 LL141 33.1 88.7 54.9 < 2.4 
N231 LL141 nd 51.7 64.3 nd 
N236 LL141 11.7 138.8 < 2.4 28.7 
N206 FF141 8.1 43.3 < 2.4 25.8 
N228 FF141 high 122.7 216.1 113.2 
N180 FF141 39.4 87.6 62.7 63.7 
N218 FF141 44.4 158.2 53.2 41.9 
N226 FF141 high 22.9 < 2.4 38.0 
N220 FF141 55.5 65.9 98.7 31.1 
N264 LF141 25.1 31.8 127.1 < 2.4 
N248 LF141 high 68.6 60.4 61.1 
N245 LF141 36.5 92.8 135.2 < 2.4 
N204 LF141 13.2 110.6 52.6 < 2.4 
N223 LF141 high 70.8 < 2.4 23.1 
“nd” denotes that sample was not done in the experiment, whilst “high” indicates that results 
were above  the  linear  range. The  results  indicated as high or <2.4 were excluded  from data 
analysis.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Intra‐assay CV (%)
Experiment Sample size (N) Intra‐assay CV (%)
A 16 3.02
B 32 8.58
C 32 6.63
D 32 6.42
E 16 5.82
F 8 5.01
G 7 2.75
H 11 4.26
I 3 5.33
J 3 4.20
K 7 4.21
xix 
 
4. Comparison between single and double loading of the BSE‐infected spleen. 
 
Percentage (w/v) 20%  20% + 20%
Spleen 1 0.049 0.152
Spleen 2 0.157 0.359
Spleen 3 0.009 0.022
